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各種性 ス テ ロ イ ドの 細胞培養系に お ける細胞増殖 に 及ば す影響に つ い て ホ ル モ ン 感受性を有する乳癌株細胞 Z R 75-1 と
子宮体癌株細胞 R L 95-2 を 剛 ､て 検討 した ･ 各濃度 の エ ス ト ラ ジオ ー ル (estr adiol, E2), テ ス ト ス テ ロ ン (testo stero n e, T), プ
ロ ゲス テ ロ ン (pr ogester o n e･ P) お よ び デ ヒ ド ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ン (dehydro epia ndro ster o n e, D H A)を , 無処理血 清含有培
軋 デ キ ス トラ ン ･ チ ャ コ ー ル 処理血 清含有培地 ま た は無血 清培地に それ ぞれ 単独あるい は 併用で添加 し, 細胞増殖に 及ぼ す
効果を み た ･ Z R75-1 に つ い ては ▲ 無処 理 血 清含有培地で培養 した場合 , E2 お よび T 添力口で ほ ホ ル モ ン 無添加対照群(対照
群) に 比 べ て 軽度の 細胞増殖抑制効果 が認め られ た ▲ デ キ ス ト ラ ン ･ チ ャ コ ー ル 処理 血 清含有培地で は , 対照群 に 比 べ て E2と
D H Aの 細胞増殖促進作用 を認め た が , E2 の 促進効果 が 10~1 1M か ら 10-6M の 広 い 濃度範囲で認め られ たの に 対 し, D H Aの
促進効果は高濃度 の 10
- 6M に お い て の み に 限定 して 認め られ た ･ T 添加 で は有意の 変動を 示 さ な か っ た . D H A lO-6M 濃度 を
中心 と した他 ス テ ロ イ ド各種濃度 との 併用 添加実験 で は , E2 と D H Aの 同時添加の 場合そ の 増殖促進効果は そ れ ぞれ単独の 場
合と ほ ぼ 同程度で あ っ た ･ E21 0~島M また ほ D H Al O-6M 単独添加時に 認 め られ た 増殖作用 は , T の 併用添加に よ り抑制 され た
が , そ の 抑制程度は E2+ T と D H A + T併用 両 群 で ほ 同程度であ っ た . 無血清培地下 で ほ , E2 と D H Aの 増殖効果は デ キ ス ト
ラ ソ ー チ ャ コ ー ル 処理血清含有培地使用時 と同様 の 濃度 に お い て 認め られ た . こ れ に 対 し , T お よび Pの 添加 で は細胞増殖抑
制効果が認め られ , そ の 効果ほそ れ らの 添加濃度 の 上 昇に 伴 っ て 強い 抑制効果を 示 した . E210～ 8M また ほ D H A lO-6M の 細胞増
殖促進効果は , 低 濃度の P 併用 添加で さら に 促進 され , 高濃度 の P 併用添加 で は 逆に 抑制 さ れ た . そ の P の 促進 お よ び抑制
の 程度 は E2+ P と D H A + Pの 両群では 同程度であ っ た が , 併用 の 場合に は P 単独添加と は 明 らか に 異な る細胞増殖 パ タ ー ン
を示 した ･ な お , 子宮体癌株細胞 R L 95-2 で ほ , 各種性 ス テ ロ イ ドの 添加 に お い て Z R 75-1 に み られ た ような細胞増殖促進効
果ほ認め られ ず , E2, T お よ び P で ほ高濃度(1 0
- 5M) に お い て の み抑制効果が認め られ た . 以上 の 結 果か ら , 乳癌 と子 宮体癌
細胞株 は , 性 ス テ ロ イ ドに 対す る反応性 ほ異な るが , Z R75-1 の 場合 E2 と高濃度の D H A ほ増殖促進的 に 作用 し, T と P ほ
抑制的に 働くもの と考え られた ･ な お , 腫瘍増殖 に 及ぼ す D H A■な どの 副腎性 ア ン ド ロ ゲ ン の 影響に つ い て は , 生体 内に おけ
る代謝や 問質細胞に対す る影響 など総合的 に 究明す べ きもの と 思考された .
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子 宮体癌 と乳癌ほ ともに ホ ル モ ン 依存性の 癌 で あり , そ の 発
生 と増殖 に は エ ス ト ロ ゲ ン (e str oge n s) を ほ じめ とす る 女性特
有の ホ ル モ ン 環境が 密接に 関連 して い ると考えられ て い る . ま
た , 両疾患 とも に 近年そ の 頻度 が増加 して い る と され , 疫学的
調査か ら環境困子 とくに脂肪摂取量 との 関連性が指摘 され て お
り , ま た肥満 , 高血 圧 , 糖尿病 とい っ た疾患を 有す る患者に 多
い とされ て い る . さ らに , 子宮体痛 と診断された患者の 場合に
は そ の 後乳癌の 合併す る頻度が高 ぐ)2), 逆に 乳癌 の 診断 を受け
た患者に は子 宮癌や卵巣癌の 合併す る頻度 が高い と報告 され 共
通点も多 い
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一 方 , 痛 感 者 に お い て ほ し ば し ば1 7ケ ト ス テ ロ イ ド
(17-ketoster oids,1 7-K S)の 尿中排出量の 減少が み られ ると報告
され て い る . Bulbro ok ら6)ほ乳癌患者に つ い ての 前方視的研究
(pr ospe ctiv e study) に お い て , 尿 中 副腎性 ア ン ド ロ ゲ ン
(adr e n ala ndroge n s) 代謝物であ る ア ン ド ロ ス テ ロ ン (a ndr o･
Ster On e) やエ チオコ ラ ノロ ン (etio chola n olo n e)が 非癌対照女性
群 に 比べ 有意に 低値 で あ っ た と報告 して い るが , そ の 後の 報告
でちま異議を唱え る意見もあり , 今日 な お乳癌や 子 宮体癌と副腎
性 ア ン ド ロ ゲ ン の 関連性 に つ い て 明 確な 結論 ほ得 られ て い な
い7ト 10)
そ こ で l 乳癌株細胞お よび 子宮体癌株細胞の 増殖に 対する性
ス テ ロ イ ドの 影響 を検索す る目 的で ∴細胞培養系に お い て エ ス
ト ラ ジ オ ー ル (e str adiol, E2), テ ス ト ス テ ロ ソ (te sto stero n e,
T), プ ロ ゲス テ ロ ン (pr ogester o n e, P)と副腎性 ア ン ド ロ ゲ ン で
あ るデ ヒ ド ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ソ (dehydr o epia ndro stero ne,
D HA) の 腫瘍細胞増殖に 及 ぼす効果 を比較検討 した .
平成 5年12月13日受付 , 平成 6年1月 4 日受理
A bbreviation s :17- K S, 17 戊etosteroids; D C C- F B S, de xtr a n c o ated charc o altre ated fetal bo vin e s eru m;D/F
M･ Dulbecc o
'
s rn Odified Eagle
,
s m ediu m n utrient mixture FJ12 Ha m; D H A, dehydro epia ndr osterone; D HA-S,
dehydroepia ndr ostero n e-Sulfate ; D M B A, 7, 12-dim ethylbe n z anthr ac e n e; D M S O, dim ethylsulfo xide ; E2,
ホ ル モ ン 感受性細胞株に 対す る性 ス テ ロ イ ドの 増殖作用
材料お よび方法
Ⅰ . 培養細胞
実験 に 用 い た樹立 株細胞 (established c eu lin e) は乳癌細胞株
Z R 75-1 株( 大日本製薬 , 大阪)と子 宮体癌細胞株 R L 95-2 株(大
日本製薬) である .
Z R75-1 株は , 1 97 8年 に Engel らに よ り樹立報告された細胞
株であ り , 進行乳癌女性 の 腹水か ら採取 され た 浸潤性乳管痛
(infiltratingdu ctalc ar cin o m a)を 起源と して い る
1 =
. 購入時 の 世
代数は96世代で あ っ た .
R L 95-2 株は , 1983年 に W ay ら に よ り樹立 報告さ れ た細胞株
であ り , 子 宮 休部中等度分化型腺 扁平 上皮癌 (m oder ately
differe ntiated ade n o squ a m o u s c ar cin om a) を起源と して い る
ほ)
.
購入 時の 世代数 は144世代であ っ た .
‡ . 培 地
1 . ロ ズ ウ ェ ル パ ー ク メ モ リ ア ル イ ン ス テ ィ チ ュ ー ト1 640
(Ro s w eII Pa rk Me m orial In stitute-1640, R P M I-1640) 培地
R PM I-1640粉末培地 は Flo w(Sc otland, U. K.)よ り購入 し ,
イ オ ン 交換樹脂 に て精製 し さ らに 3回 蒸留 した 水に て溶解 し,
これ に 炭酸水素ナ ト リ ウ ム 水溶液(s odiu mbic arbo n ate , 大塚製
薬 , 東 京) を 1.2m g/ml, 硫 酸 カ ナ マ イ シ ン (ka n a mycin
s ulfate , 萬有製薬 , 東京) を 1 00FLg/mlお よ び HEPES(和光純
薬工業 , 大阪) を 2.38m g/ml(10rnM) の 割 合で加え た . pH 7.2
に 調整 した 後, メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー (孔径0.22〟肌 Cor ning,
Ne w York, U .S.A .) を 用 い て減圧濾過滅菌 した .
なお , こ の 培地に ほ pH 指示 薬 と し て終濃度 5p g/ml の フ ェ
ノ ー ル レ ッ ド(pher10ir ed)が 含ま れて い る .
2 . 1 0% ある い は 5 % 牛胎児血 清 (fetal bovin e s er u m,
F B S) 加R P M I-1640培地
F B S(Gibc oLimited, Sc otla nd, U . K.) を非働化せ ず に10% あ
る い は 5% 濃度で 前記 の R P M I-1640培地 に 添加 して 作成 した .
3 . 5% デ キ ス ト ラ ン ･ チ ャ コ ー ル 処理 (de xtra n c o ated
Cha rc o altre atm e nt, D C C)-F B S加 R P M I-1 640培地
D C C は Darbr e ら
13)の 方法に 準 じて行 な っ た , す なわ ち , デ
キ ス ト ラ ソ (de xtra nT,70, Farm a cia, Ups ala, Sw ede n)0.1g と
チ ャ コ ー ル ( Norit A, 和光純薬工業)1g を リ ン 酸緩衝塩水溶液
(pho sphate-buffer ed s alin e Dulbe c c o
'
s for m ula witho ut
m agn esiu m a nd c alciu m, P B S)(大日本製薬)に 混ぜ , こ れ を 毎
分2500回 転10分間遠心 し , そ の 上 清を 捨て た 後 F B S lOOmlを 加
え て , 55 ℃の 恒温槽内 で30分間携拝 し なが ら血 清に 含 まれ る 内
因性 ス テ ロ イ ドを除去 した . 再度遠心 し , そ の 上清 を メ ソ ブ ラ
ン フ ィ ル タ ー を用 い て濾過滅菌 した . こ れ を 分割 して , そ れ ぞ
れ を - 80 ℃ で凍結保存 し , 使用 時に 5% 濃度で R P M ト1 640培
地に 添加 して用 い た .
なお , 処 理後 の 血 清中ホ ル モ ン 濃度 を ラ ジオ イ ム ノ ア ッ セ イ
(r adioim m u no a ss ay) (B M L, 東京)法 で 測定 した と こ ろ , E2 ほ
10p g/ml 未満 , T は 5.Ong/dl未満 , プ ロ ラ ク チ ン は 0.5ng/
ml 未満 , P
､
は 0.1ng/ml未満 , D H A は 0.2ng/ml未満 とそれ
ぞれ 測定感度以下であ っ た .
4 . 無血清培地
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無血 清培地 と して使用 した最少 必須培地(minim al es s ential
rn ediu m, M E M) ダ ル ベ ッ コ ･ ハ ム F12等 比 混合 培 地
(Dulbe c c o
'
s m odified Eagle
'
s m ediu m n utrie nt mixtu r eF-12
Ha m, D/F M) ほ Sigm a(St. Lo uis, Mo. , U.S.A.) よ り購入 し
た . な お , こ れ に ほ 終演度 8.餌g/ml の フ ェ ノ ー ル レ ッ ドと
15m M の H E P E S が含 ま れ て い る . D/F M の 作成 は
R P M I-1640培地作成 の 時と 同様 に 蒸留水 で溶解 し , 炭酸水素ナ
ト リ ウ ム 1.2mg/ml, 硫酸 カ ナ マ イ シ ン 10恥g/血 の 割合で加
え た . 使用直前に 牛膵由来イ ン ス リ ン (bo vin ein s ulin, Sigm a),
ト ラ ン ス フ ェ リ ン (tr ansferrin, Sigm a), 亜 セ レ ン 酸 ナ トリ ウ ム
(s odiu m sel nite, Sigm a). 牛血 清 ア ル ブ ミ ン (bovine seru m
albu min, 新 田 ゼ ラ チ ン , 東京) を そ れ ぞれ 終濃度 が 1FLg/ml,
5F唱/ml, 25nM, 1mg/ml に な る よ う に 添加 した .
Ⅲ . 実験操作
1 . 継代培養
購入 した細胞 を , ま ず37 ℃, 5% 炭酸ガス , 95% 空気の 条件
下 の 炭酸 ガ ス 培 養器 (m ode1 31 57, For m aScie ntific In cリ
Marietta, Ohio, U.S.A.) で , 10 % F B S加 R P M Iq1 640培地を使
用 し て 培 地 を 交換 し な が ら増殖 せ し め た . 細 胞 が 定常期
(statio na.ry pha s e)と な っ た段 階で , 培養液 を0.02% エ チ レ ン ジ
ア ミ ン 四 酢酸 ニ ナ トリ ウ ム (ethyle n ediamin etetra a c etic a cid,
E D T A, 和光純薬工業) 加P B Sに 置換静置 し, そ の 後こ れ を 捨
て 0.2 5% ト リ プ シ ソ (try psin)(Difc o Lab, Detr oit, M ichiga n,
U.S.A.) 加P B Sを 加え て細胞分散を行な い 継代培養 した . 分散
した 細胞 の 一 部は , 10 % F B S加 R P M ト1640培地に10% 濃度で
ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド(dim ethylsulfo xide, D M S O) (Sigm a) を
加え た 保存液で凍結 させ て液体窒素中に保存 した .
ホ ル モ ン 添加実験 に 際して は , ま ず保存 した 細胞を急速解凍
し , 10 % F B S加 R P M I-1640培地 で 希釈後遠心 し, 同培地 で 浮
遊せ しめ フ ラ ス コ 内で 培養 した . D M S Oの 影響 が と れ る ま で
適宜培地交換と継代培養を繰 り返 し, 最低8世代経過後 に 実験
に 供 した . また , 長期の 継代培養 に もと ずく株細胞の 変化を極
力少な く するた め に , 解凍後24世代以内の 細胞 を使用 した .
2 . ホ ル モ ン 添加実験
10 % F B S加 R P M ト1640培地 を使 用 し て 単層培養 さ れ た
Z R 75-1 ある い は R L 95-2 細胞 を 0.0 2% E D T A加 P B Sと
0.25% ト リ プ シ ン を 用 い て 細胞分 散し , 位相差顕微鏡に て 概ね
単個細胞 とな っ て い る こ と を確認 した後 , そ の 一 部を 用 い て 自
動血 球計算機 (Co ult erCo u nter m odel Z M, Co uIte rElectr o n-
ic s Limited, Luto n, U. K.) で 細胞数 を計 測 し た . 残 り は
5 % D C C-F B S加 R P M ト1640 培地 で 希釈 し て 5× 104 ～ 1×105
個/ml の 細 胞濃度 と し , 2ml ず つ プ ラ ス チ ッ ク 製 ベ ト リ 皿
(Falc o nNo. 3013, Be cto nDickins o n, Ne w. Jers ey, U .S.A .)に 分
注 して , 炭酸ガ ス 培養器 に 静置 した . こ れ を培 養開始 日 と し
た . 培 養2日 目 に 5 % D C CTF B S加 R P M IT1640 培地 を除去 し
て t あ らか じめ エ タ ノ ー ル に 溶解 し作成 して お い た E2, T, P ,
お よ び D H A各種 ス テ ロ イ ド(すべ て Sigm aよ り購入) を , そ
れ ぞ れ の 実 験 に 際 し て 5 % F B S加 R P M Ir1640 培 地 ,
5 % DCC-FBS 加 R P M I-1640 培地 ま た ほ無血 清培地 に 混合 し,
こ れに 置換 した . 2 ～ 3 日毎に , 新 た に作成 した ス テ ロ イ ド添
estr adiol; E D T A, ethyle n ediamin etetr aa cetic acid; F B S, fetal bovin e】Seru･m ; P, Pr OgeSterO n e; P B S,
phosphate-buffered saline; R P M I-164D, Ro s wellPark Me m orial Institute,1640;T, teStO Ster O ne;対照群 , ホ ル モ
ン無添加対照群
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加培地で培養液 の 交換 を行な い な が ら細胞増殖に 及ば す各種 ス
テ ロ イ ドの 影響を検索 した . 各計測日 に 細胞を ベ ト リ皿 よ り分
散させ ∴細胞数を計測 した .
な お t 予備実験に お い て各種 ス テ ロ イ ドの 溶解 に 用 い た エ タ
ノ ー ル は0.1 また は0.2%の 割 合で各培地に 添加 した 場合 , そ の
増殖曲線 は エ タ ノ ー ル 未添加の 場合 と 一 致 して お り , 0. 2% 以
下の エ タ ノ ー ル は そ の 増殖 に 影響 しな い こ と を 確認 した . ま
た , 同 一 の 実験を そ れ ぞれ 2 回以上 行な い , そ の 再現性 に つ い
て検討 した .
Ⅴ . 統計学的検討
各実験 の 有意差検定 に ほ , バ ー ト レ ッ ト 検定 (te st for
ho m oge n eity of v aria n c e, Bartlett test)に て各群の 分散が均 一
で あ る こ と を 確認 し た 後 , 一 元 配 置分 散分析 (o n e w ay
a n alysis of v arian c e. A N O V A) を行 な っ た . さ ら に , チ エ ー
キ ー (Tukey) 法ま た は ボ ン フ ェ ロ - ニ (Bo nferr o ni) 法に よ る 多
重比較検定法(m ultiple c ornparis ontest)を 用い て 各群の 比較を
行な っ た . な お , 有意水準を 5% 未満と した .
成 績
Ⅰ . Z R 75- 1 株お よび R L95-2 株の 細胞増殖速度
1 . Z R 75-1 株
Z R75-1 扶を 1 0 % F B S加 R P M I-1640培地お よ び 5 % F B S加
R P M ト1640培地中で17日間培養 した と こ ろ , 細 胞数 は 指数関
数的に 増加 し, そ の 倍加時間(do ublingtim e)は そ れ ぞれ約60時
間 と約9 0時間 で あ っ た ( 図1). ま た , こ の Z R 75-1 株 を
0 5 1 0 1 5 2 0
Days of c ultu re
Fig.1. Gr o wth c u rv e s of Z R 75
-1 c ells c ultu r ed in the
pres e n c e of lO % fetal bo vin e s er u m(F B S) Ro s w ell Park
Me m orial 工n stitute-1640(R P M ト1640) ( ○), 5 % F B S
RP M I-1640( □), a nd 5 % de xtr a n c o ated char c o al(D C C)
tr eated F B S R P M I-1640( ●). Z R 75-1 c ells(1×1 05 c ells/
ml) w ere seeded o nto 35 m m dishesin 2 ml m ediu m. The
m edium was rem ov ed 3 days later. a nd cells w ere
in c ubated with the indicated m ediu m . Mediu m cha nges
W er e e V ery 3 days ther e after. Ea ch v alu e repr es e nts the
▼m e andftriplic ate c ultur edishe s. Sta nda rd deviatio n s
w er ele sstha n5 %.
5 % D C CqF B S加 R P M ト1 640 培地 で 培養 した場合 の 細胞 の 倍加
時間は13～ 15 日間と増殖 の 遅延が み られ た が , こ の 場合 に お い
ても実験期間中の 細胞数 ほ指数関数的に 増加するも の と みな さ
れ た (図1 ).
2 . R L 95-2 株
R L 95-2 株 を 1 0 % F B S加 R P M I-1640培 地 , 5 % F B S加
R P M ト1640培地お よ び 5 % D C C-F B S加 R P M I-1 640培地中 で
1 7 日間培養 した と こ ろ , そ の 細胞数 の 増殖曲線ほ図 2に 示す ご
と くで あり , 培養 2 日間ま で は遅延期 (Iag phas e), 2 日 日か ら
8 日 目 ま でほ対数増殖期(logarithmic gr o wthpha s e), 1 4 日 目以
降 は定常期 と み な さ れ た . 対数増殖期に お け る 倍加時間 は
1 0 % F B S加 R P M I-1 640培地約28時間 , 5 % F B S加 R P M I-
1640培地28時間, 5%D C C-F B S加 R P M I-1 640培地中で ほ31時
間であ っ た .
こ れ ら の 増殖曲線 に 関す る成績か ら , 今 回 の 実 験 で は ,
Z R75-1 殊 に 対 し て ほ 細胞接種後 8 日目 ま た は1 1 日 目に ,
R L 95-2 株 の 場合 に は 8 日 目に , 細胞数を 計測 し比較検討 した ,
Ⅰ . Z R 75 -1 株細胞の細胞増殖に及ぼす各種性 ス テ ロ イ ドの
影響
1 . 5 % F B S加 R P M I-16 40培地 に おけ る性 ス テ ロ イ ド投与の
影響
5 % F B S加 R P M ト1640培地に お い て E2, T お よ び D H A各
種濃度添加 の 細胞増殖に 及ぼす影響 に つ い て 検討 した (囲3).
ホ ル モ ン 無添加対照群(対照群)に 比 べ , E2 添加 で ほ 10~10M ,
1 0
~ gM , 10~8M, 1 0-5M, T 添 加 で ほ 10~gM, 1 0~8M, 10-7M,
1 0~6M
,
10~5M に お い て 細胞増殖の 抑制 が認 め られ た (P<0.05
0 5 1 0 1 5 2 0
Days of cultu re
Fig, 2. Gr o wth c u r v e s of R L 95-2 c ells c ultur ed in the
pr e senc e of l O% F B S R P M I-1 640( ○), 5 % F B S R P MI-
1640(□), 5 % D C C-F BS R P MI-1 640( ○). R L 95-2 c e11s
(1×1 05 c e11s/mI) w er e s e eded o nto 35m m dishesin 2 ml
m ediu m. T he m ediu m w as r e m o v ed 2 days later, a nd
c ells w e r ein c ubated with indic ated m ediu m. M ediu m
Cha nges w er e e v ery 3 days ther e a_fter. Ea ch v alue
r epr es e nts the m e an oftriplic ate c ultur edishe s. Sta ndard




































































ホ ル モ ン 感受性細胞株 に 対する性 ス テ ロ イ ドの 増殖作用
D HA(M)
Fig. 3. Effe ct of in cr e asing c o n c e ntr atio n s of steroids o n
the prolifer atio n of Z R 75,1 c ells in 5 % F B S R P M I-1640.
Ce11s w er eplated at a ninitial de n sity of lxlO
5
c e11s/35m m
C ultu r edish in 5 % D C C-F B S R P M ト1640. After 2 days,
estr adiol (E2) (A), te StOSter O n e(T) (B), Or dehydro-
epia ndr o ster o n e(D H A) (C) w as ad ded with 5 % F B S
RP M I-1640at the indic ated c o n c e ntr atio n s. Celln u mbe rs
W er e dete rmin ed ･afterll days with a Co ulter Co u nter.
Co ntr oIco n sited of v ehicle alon e. Ea ch valu e r epr e se nts
the m e a n of triplic ate determin ation s土SD. Statisticauy































































Fig. 4. Effect of in creasing c on c e ntratio n s of ster oids on
the prolifer atio n of Z R 75
-1 c e11s in 5 % D C C-F B S R P M ト
1 640. Ce11s w er eplated at a n initial de n sity of lx lO
5
c eus/35 m m c ultu r edish in 5% D C C-F BS R P M I-1640.
A fter2 days, E2(A), T(B), OrD H A(C) w a s added with
fr e sh m ediu m at the indic ated co n ce ntratio n s. Ce11
n u mber weredeter min ed after ll days. Co ntr oIc o n sited
Of vehicle alo n e. Ea ch v alu e repr es e nts the m e a n of
triplic ate deter min atio n s±S D, Statistic ally slgnific a nt




















Fig .5. Effe ct of in cr e asing c o n c e ntratio n s of E2 0 n the
pr olifer atio n of Z R 75-1 c ells c ultu red in the pres en c e of
D H A(10.6 M)in 5 % D C C-F BS RP M I-1640. Cells w er e
plated at a de n sity oflXl O
5
c ells/35m m c ultu r edish in
5 %DCC-F B S R P M I-1640. After2 days, E2 W a S added
with fr esh m ediu m at the indic ated c o n c e ntr ation sinthe
pr e se n c e of D H A(1 0r6M) (fin al etha n oI c o n c entr ation :
0.2 %). Celln u mber s w er ed ter mined afterll days( ●).
0, the s a m edata prese nted at Fig■ 4 A. Ea ch point a nd
bar repre sents the m ea n oftripLic ate deter min ation s土S D･
Statistic ally signific a nt diffe re n c efr ornthe c o ntr ol: +,
P<0.05; *, P < 0. 1; C ells tr e ated with E2+ D H A(10
- 6
M)






















Fig. 6. Effe ct of in cr e asing c o n c entr ation s of T o n the
prolifer atio n of Z R 75-1 cells ctltur edin the pres e n c e of
E2(10
~ 8 M)in 5 % D C C-F B S R P M I-1640. Ce11s w er eplated
at a de n sity of lxl O
5
cells/35 m m c ultu redish in 5 %
D C C-F B S R P M I-1 640. After2 days, T w a s added with
fre sh m ediu m at the indic ated c o n c e ntr ation s in the
prese nce o‡ E2(1 0
- 8
M)(fin al etha n oIc o n c e ntr atio n :0.2 %).
Ce11n u mbers w er ed te r min ed afterll days( ●). 0, the
S a m edata pre s e nted at Fig. 4B. Ea ch point a nd bar
repr es e nts the m e a n of triplic ate determin atio n s±S D.
Statistic ally signific a nt differ e n c efr o m the c o ntr ol: +,
P < 0. 5; *, P < 0. 1; Cels treated with indic ated c o n cent-
ratio ns of T in the pr es e n ce of E2 (10
~ 8
M) v s. c eus
tre ated with E2(10
, 8M)alo n e.
また ほ P<0.01). D H A添加 で ほ 10J川M ～ 10~ 6M で は変化を 認
め ず , 10
~ 5M に お い て の み 抑制が 認め られ た (P<0.01).
2 . 5 % D C C-F B S加 R P M I-1 640培地 に お ける性 ス テ ロ イ ド
添加の 影響
1) 性ス テ ロ イ ド単独添加の 影響
5 % D C C-F B S添加培地中に E2, T お よび D H Aを種 々 濃度で
添加培養 した とき の 細胞数の 変動 を図 4 に 示 した . E2添加群で
ほ , 対照群 に 比 し, 1 0
~
-1M ～ 10~6M で 有意の 増加(P<0.05また
は P<0.01), 10~5M で は 逆に 減少 が認 め られ た (P < 0. 1). こ れ
に 対 し, T 添加群 で は , 1 0
~ 10M ～ 1 0~5M で差は 認め られ なか っ
た . D H A添加群で は , 10~SM の ときの み に 有意 の 増加 が認め
られ た (P<0.01).
2) 性ス テ ロ イ ド2剤併用添加 の 影響
E2, T, D HA の うち 2種塀を同時に 添加 した ときの 細胞増殖
に 及ぼす影響に つ い て検討 した .
i . D H A(10-6M) と各種濃度 E2 の 併用 添加
一 定の 濃度の D H A(1 0~6M)に , 10
~ 11
M ～ 1 0
～ 5
M の E2を併用
添加 した と きの 細胞数 の 変動を図 5に 示 した . な お , 比較の た
め に 図 4に 示 した E2単独投与の 成績を併記 した .
10
~ 6M の D H A単独添加に よ り, 対照群 に 比 し細胞数の 有意
の 増加が認め られ た が , こ の 濃度 の D H Aに E2 を 10~12M ～
1 0
～ 5
M の 各種濃度 で 同時併用添加 した と こ ろ , 1 0-9M の E2併用
添加に よ り細胞数は有意に 増加 し(P < 0. 5),1 0~5M の E2併用添
加で は逆 に 減少 した (P<0.Ol). なお , 10~5M の E2併用添加群
に み られ た 細胞数の 減少の 程度 は , 10
~ 5M のE2単独添加群に み
られ た細胞数の 減少と同程度 で あ っ た .
ii. E2(10~8M) と各種濃度 T の 併用 添加




















Fig. 7. Effe ct of in c re a sing co n c e ntr atio n s o壬 T o n the
pr o旧er atio n of Z R 75-1 ce11s c ultured in the pre se n ce of
D HA (1 0
~ 6 M)in 5 % D C C-F B S R P M I-1640. Cells w er e
plated at a de n sity of lXlO
5
c eus/35m m c ultur edish in
5 % D C C-F B S R P M I-1640. A fte r2 days, T w a s added
with fre sh m ediu m at the indic ated c o n c e ntr atio n sin the
pre s e n c e of D H A(10
~ 6
M) (fin al etha n oI c o n c e ntr atio n;
0.2 %). Celln u mber w er edetermin ed afte rll days ( ○).
0, the sar n edata pr e s ented at Fig. 4B. Ea ch point a nd
ba r r epr e se nts the m e a n of triplic ate determin atio n s±S D.
Statistic auy signific a nt differ e n c efr o m the c o ntr ol: * ,
P<0.01, Cells tre ated with indic ated c o n c e ntratio n s of T in
the pr e s e n c e of D H A(1 0-8M) v s. c ells tr e ated with･D HA
(10
~ 6
M) alo n e.
ホ ル モ ン 感受性細胞株に 対する性 ス テ ロ イ ドの 増殖作用
加 した と きの 細胞数 を図 6に 示 した . なお , 比較 の た め に 図 4
に 示 した T 単独投与 の 成績を併記 した .
10~8M の E2単独添加に よ り , 対照群 に 比 して 細胞数 の 有意の





各種濃度 で 併用添加 した と こ ろ , 1 0~9M ～ 1 0-5M の T 併用 添加
に よ り有意 に 減少 した (P < 0. 5ま た ほ P<0.01). 1 0山5M の T
濃度で の 細胞数は , T 単独添加群の ときと 同程度 で あっ た .
iii. D H A(1 0~8M) と各種濃度 T の 併用添加
一 定 の 濃度 の D H A(10.6M) に , 10▼10M ～ 10▼5M の T を併用
添加 した とき の 細胞数を図7 に 示 した . な お , 比較の た め に 因
4に 示 した T 単独投与の 成績を併記 した .
1 0-6M の D H A単独添加に よ り , 対照群に 比 し細胞数の 有意
の 増加が認め ら れた が , こ の 濃度 の D H Aに T を 10~川M ～
10-5M の 各種濃度 で 併用添加 した と こ ろ , 10¶gM ～ 10
~ 5M の
T 併用添加 に よ り有意に 減少 した (P<0.01). 10~5M の T 濃度
















































3 . 無血 清培地 に お ける性ス テ ロ イ ド投与の 影響
1)性 ス テ ロ イ ド単独添加の 影響
無血清培地下で の 細胞増殖に 及 ぼす E2, T, P お よび DHA の
種 々 濃度添加の 影響に つ い て 検討 した (図8). 対照群に 比べ ,
E2添加 で は t lO~‖M,10L10M,10-9M ,1 0~8M に お い て 細胞数 の 増
加 が認め られ (P<0.01),1 0
- 5M で は減少が 認め られ た . こ れ に
対 L, T 添加で は 10~10M ～ 10~5M, P 添加 で ほ 10-9M ～ 10
~ 5
M
に お い て ス テ ロ イ ドの 添加濃度の 上昇 に 伴 っ て細胞数の 減少が
認め られ た . D H A添加で は , 10~6M お よ び 1 0-5M に お い て の
み 細胞数の 増加が認め られ た (P<0.01 また ほ P < 0.05).
な お , 各種濃度 DH A添加それ ぞれ の 細胞増殖曲線は , 園 9
に 示 すご とく で あっ た . D H A非添加対照群 でほ , 約 2 日の 遅
延期 の 後増殖 を開始 し , 指数 関数的 に 細胞数 が増加 した .
DH A を添加 した 場合 , 10¶6M の 8 日目, 11 日冒に の み 有意の
増加が認め られ た (P<0.01).




















































P(M) D H A(M)
Fig.8. Effe ct of in c re a sing c o n c e ntr atio n s of ster oids o nthe prolife ratio n ofZ R75-1 c ells in s er u m-fre e, ho r m o n e- S up ple m ented
m ediu m (in s ulin, tr a n Sferrin, Sele nite, bo vin e s er u m albu min). Cells w er eplated at. a ninitial de n sity of lxlO
5
c ells/35m r n
C ultu redish in 5 % D C C,F B S R P M I-1640. After2 days, the m ediu m w a s changed for s er u mfr e e m ediu m c o ntaining the
indic a.ted c o n c e ntratio n s of E2 (A), T (B), pr OgeSter O n e(P) (C), Or D H A(D). Celln u mbers w er ed ter min ed after 8 days.
Co ntr oI c o n sited of v ehicle alo n e. Ea ch v alu e r epr e se nts the m e a n of triplic ate dete r min atio n s土S D. Stati岳tically signific a nt
differe n c efro mthe c o ntrol: +, P < 0. 5; *, P < 0. 1.
114
i . E2(10~8M) と各種濃度 P の 併用添加
無血清培地下で 一 定濃度の E2(1 0▼8M) に 10一一OM ～ 1 0-5M の
P を併用添加 した と きの 細胞数を図10に 示 した . な お , 比較 の
た め に 図8に 示 した P 単独投与の 成績を併記 した .
10~8M の E2単独 添加 に よ り, 対照群に 比 し有意 の 細胞数 の 増
加 が認め られ た が ,'こ の 濃度の E2 に P を 10~10M ～ 10-5M の 各
種濃度で 同時併用添加 した と こ ろ , 1 0~9M, 10~ 8M , 1 0~7M の
P 併用添加 に よ り 細胞数 は有意 に 増加 し(P < 0. 1), 逆 に
10
- 5M で は減少 した (P<0.01). また , 10.5M の P 濃度で の 細
胞数は P 単独添加群 に み られ た場合 と同額度であ っ た .
ii. D H A(1 0
-
6M) と各種濃度 P の 併用 添加
無血清培地下で 一 定 濃度 の D H A(1 0-6M) に 10~一OM ～ 10~ 5M
の P を 併用添加 した ときの 細胞数を図11に 示 した . な お , 比較
の た め に 図8に 示 した P 単独投与の 成績 を併記 した .
1 0嶋6M の D H A単独添加に よ り , 対照群に 比 し細胞数の 有意
に 増加が認めら れ た が , こ の 濃度 の D H Aに P を 10檜10M ～
1 0~5M の 各種濃度で 同時併用添加 した と こ ろ , 1 0~9M, 10▼8M,
1 0~7M の P 併用添加 に よ り細胞数が有意に増加 し(P <0.01),
逆に 10~SM で は減少 した (P<0 月1). また , 10~5M の P 濃度 で
の 細胞数ほ P 単独添加群に み られ た場合 と同程度 で あ っ た .
Ⅲ . R L 95-2 株細胞 の細胞増殖に及ぼす各種性ス テ ロ イ ドホ
ル モ ン添加 の影響
1. 5 % D C C-F B S加 R P M I-1 640培地に おけ る性 ス テ ロ イ ド
添加投与の 影響
5% D C C-F B S添加培地に お ける細胞増殖 に 及 ぼ す E2, T お よ
び D H Aの 種 々 濃度添加の 影響 に つ い て検討 した (圃1 2). E2添
加で ほ l 細胞数 ほ 10~12M ～ 10▼6M で 対照群と同 じで , 10~5M で
の み有意の 減少を認め た (P < 0.Ol). T また は D H A添加で ほ ,
1 0-川M ～ 10■SM の 渡度範田で は対照群と の 間に 差 は認め られ な
















0 2 4 6 8 1 0 1 2
Days o† c ultu re
F ig. 9. Ef王e ct of D H Ao n the c e11gr o wth kin etics of Z R
75-1 c ells in s e ru r nfr ee, hor m on e- S up ple m e nted m ediu m.
Cels wer einitially plated atlx10
5
cells/35 m rn c ult re
dish in 5 % D C C-FBS R P M I-1 640. After 2 days, the
m edilユm W aS Changed for s er u mfr e e m edium containing
the indic ated c on c e ntr atio n s of D H A. Co ntr oI cells
r e c eiv ed the ethan ol v ehicle alo n e(0.1 %). ( ○, C O ntr Ol;
○, 10-10 M; △ , 1 0
~
9 M; ▲ , 10~8M; ◇, 10d 7M ; □, 1 0~ 8
M; 障, 10
~ 5
M). Cells fro m e a ch gr o up w er eha rv ested
a nd c o u nted. Points repre sent m ea n o王triplic ate determi-


















Fig･10. Effect of in cr e a sing c o n c e ntr atio n s of P on the
pr oliferatio n of Z R 75-1 c ells inthe pre s e n c e of E2(10.8
M)in s er u mfre e, hor m on e- S up Ple m e nted m ediu m . Cells
W er eplated at a de n sity lxlO
5
c ells/35m m c ultu redish
in 5 % D C C-F B S RPM I-1640. After2 days, P w as ad ded
With s er u mTfr e er n ediu m at theindic ated c o n c e ntr atio n sin
the pr es e n c e of E2 (10q8 M) (fin al etha n oI c o n c e ntr atio n :
0･2 %)･ Ce11n u mber s w er ed ter min ed after8 days( ◎).
0, the s a m edata pre s e nted at Fig. 8 C. Ea ch point a nd
bar r epre s e nts the m e a n oftriplic ate determin atio n s士S D.
Statistic a1y signific a nt differ e n c efr o m the c o ntrol: * ,
P < 0. 1, C ells tr eated with indic ated c oil C e ntr atio n s ofP in





















Fig･11･ Effe ct of in cr e a sing c o n c e ntr atio n s of P o n the
prolifer atio n of Z R 75-1 c elIs in the pr e s e n c e of D H A
(10～6M) in s er u mfree, hor m o n e-S uP Ple m e nted m ediu m.
Cells w e replated at a de n sity of lxl O
5
c ells/35 m m
Culturedish in 5 % D C C-F B S R PM I-1640･ Afte r2 days, P
W a S added with se ru mfr e e-m ediu m at the indic ated
C O n C e ntr atio n sin the pre s e n c e of D H A(10
- 6
M) (fin al
etha n oI c on c e ntr ation :0.2 %). Celln u mbe rs w er ed ter mト
n ed after8 days (○)･ ○, the s a m edata pr e se nted at
Fig･ 8 C･ Ea ch point a nd bar repre s e nts the m e a n of
triplic ate deter min atio n s士S D･ Statistic ally signific a nt
differ en c e.fTO mthe c o ntr ol: * , P<0.01, C ells tr e ated with
indic ated c on c e ntr atio n s of P in the pr e se n ce of D H A
(1 0
- 8M) v s･ C ells tre ated with D H A(10-6 M)alo n e.
ホ ル モ ン 感受性細胞殊に 対す る性 ス テ ロ イ ドの 増檀作用
2 . 無血 清培地に おけ る性 ス テ ロ イ ド添加投与の 影響
無血清培地下で , 細胞増殖 に 及 ぼ す E2, T,P お よ び D H Aの
種 々 濃 度添加 の 影響 に つ い て 検討 し た (図1 3)･ E2(1 0-
‖M ～
10-5M ), T(10JlOM ～ 10-5M), P(10~1 0M ～ 1 0.5M) の 単独添加 で
はt い ずれ も 10▼5M の 添加で細胞数 の 減少を認め た が , これ 以
外の 濃度で は 有意の 変化 ほみ られ な か っ た . DH A添加の 場合 ,
10~川M ～ 10~5M 濃度の 範囲内で は そ の 影響 は 認 め られ な か っ
た .
考 察
近年 , 生活環境の 向上 , 生活習慣の 変化に 伴 い 疾病構造に 変
化が み られ る . 悪性疾患 の 雁病率を み た 場合, 女性 に お い て ほ
子宮頸癌 の 頻度ほ減少 して い るが , 従来日 本人で は少な い と み
られ て きた乳癌や子宮体痛の 頻度が増加 して きて い る . 現在,
乳癌の 発生率 ･ 死 亡 率と もに 米国の 1/5程度 であ る が , 近 い
将来女性 の 悪性腫瘡の 第 一 位 に な る で あろ う と 予 測 さ れ て い
る14). また , 子宮体癌 の 罷患率は 日本 で ほ欧米諸国の 約1/6程
度で ある が , 子 宮頸癌に 対す る体癌の 割合は都市部 を中心 に 増
加して い る15). これ ら の 発生率の 変化 は女性 の 体格 の 向上 1 晩
婚化 , 少産化 , 食事習慣の 変化など に 起因す ると考 え られ て お
























































ろ うと考 え られ て い る=)16)17l
一 方 , 子 宮体痛 およ び乳癌と性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン や 下垂体
性ホ ル モ ン と の 関連性に つ い て ほ , 担病者と非癌対照者と の 間
に ほ 血 中ホ ル モ ン 値の 差が な い とす る報告18)もある が , エ ス ト
ロ ゲ ン が その 発生や 増殖 に 密接に 関与 して い る こ とが 指摘され
て お り1g), 動物実験に お い て も子宮体癌 , 乳癌い ずれ も E2 の 投
与 に よ り腫瘍増殖 が促進 され た とす る報告が多 い 抑 . 黄体 ホ ル
モ ン は t エ ス ト ロ ゲ ン の 作用に 括抗す ると され , 臨床的に も合
成 プ ロ ゲ ス ト ー ゲ ン (pr oge stoge n) で ある酢酸 メ ド ロ キ シ プ ロ
ゲ ス テ ロ ソ (m edr o xy pr oge ster o n e ac etat)の 大量投与 が子宮
体癌や乳癌に 有効と され用 い られ て い る . また , D H A, デ ヒ ド
ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ソ ー サ ル フ ェ ー ト (dehydroepiandr o･
Ster O n e- Sul fate, D H A-S), ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン (a ndr osten e-
dio n e)な どの 副腎性ア ン ド ロ ゲ ン や T との 関連性を指摘す る
報告もみ られ て い る
2122)
. そ の 他, 乳癌 と蛋白ホ ル モ ン で ある プ
ロ ラ ク チ ン , メ ラ ト ニ ソ と の 関係を示 唆する報告もある23)24)
D H A お よ び D H A-S に つ い て は 従来 よ り弱い ア ン ド ロ ゲ ン
作用を有す ると され , 成人女性に お い ては そ の 大部分は副腎に
由来 し, 1 日産生量ほ 15～ 20mg と ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 中で
ほ 最も多量に 産生 , 分泌され て い る丁)2S). 血 中 D H A-S 値や尿中


























Fig.1 2. Effect of in c re a sing c o n c e ntr atio n s of ster oids o n
the prolifer atio n of R L 95-2 c e11s in 5 % D C C-F B S RP M I-
1 640. Cells w er eplated at a ninitial de n sity of lXl O
5
c ells/35 m m c ultur edish in 5 % D C C-F B S R P M I-1640.
After 2 days, E2(A), T(B), Or D H A(C) w a s added with
fr esh m ediu m ?t the indicated co n centratio n s. Ceu
n u mbers w er ed te r min ed after8 days. Co ntr oIc o n sited
Of v ehicle alo n e. Ea ch v alu e r epr e se nts the m ea n of
triplic ate determin atio n s士S D. Statistica11y significa.nt
differ e n c efro mthe c o ntr oト:■*; P< 0.Ol.
11 6
癌患者に お い て は こ れ ら の 値が 低下 し て い る と 報告 され て い
る
27)28)
. D H A お よび D H A-S の 生理 学的 ･ 病理学的意義 に つ い
て は 諸家 の 報告
7榊 ト 31) や 教室 の 一 連の 研究32) 功 ) に よ り次 第 に 明
らか に され つ つ あるが , そ の 詳細 ほ今 日な お 不 明で ある .
乳癌と 副腎性 ア ン ド p ゲ ソ と の 関 係 に つ い て は , Bulbr o ok
ら
6)は Gu er n s ey 島 に お い て ボ ラ ン テ ィ ア よ り尿を採取 し, そ の
9年後ま で に 発生 した 乳癌患者の 尿 を非発癌対照者と比較分析
した と こ ろ , エ ス ト ロ ゲ ン や コ ル チ ゾ
ー ル (c ortisol) 代謝物に
ほ変化が み られ なか っ た が , 副腎性 ア ン ド ロ ゲ ソ 代謝物 である
ア ン ド ロ ス テ ロ ン や エ チ オ コ ラ ノ ロ ン が対照に 比 べ 有意に 低値
で あ っ た と 報告 して い る . 一 方 , 欧米人と比較す ると こ れ ら副
腎性 ア ン ドロ ゲ ソ 代謝物の 尿中排泄量ほ 日本人で ほ 低く , か つ
乳癌発生率も低い とも報告され て い る
さ5)
.
これ ま で の 諸 家 の 報
告で は , 尿中の あ る い ほ 血 中の 副腎性ア ン ド ロ ゲ ン 値 は , 閉経
後の 乳癌患者で非癌対照者に比 し高 い と す るも の や36)37) , 有 意































な結論 ほ得 られ て い な い . 子宮 体癌 に つ い て も血 中 , 尿中の 副
腎性 ア ン ド ロ ゲ ン との 関係に つ い て 調査 が行わ れ て い る が , 明
確な結論が得 られ て い な い
g)川)
動物実験 では , Schw artz
39)は 自然発生的に 乳癌 が誘起 される
ラ ッ トや マ ウ ス に 対 して D H Aを投与 した場合 の 痛発生の 頻度
を対照と比較す る と , D H A投与群 で は有意に 痛発生 の 割合 が
少 なく , ま た 7 , 12-ジ メ チ ル ベ ン ズ ア ン ト ラ セ ン (7,
1 2-dim ethylbe n z a nthr a c e n e, D M B A) や ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル
(12-0-tetr ade c a n oyl-phorbol-13-a C etate, T P A) な どの 発癌物質
を投与 した 場合 に も, D H A同時併用投与群 で は 有意 に 痛発生
の 割合 が少な い と 報告 し て い る . し か し , Spin ola ら朋) ほ
D M B Aに よ り発生 させ た ラ ッ ト乳腺腫瘍 に対 し D H A を 1日
4m g を 2 4 日間投与す る と , 全 腫 瘍数 , 平 均腫 瘍 断面 積
(a v er age totaltu m or a re a)は卵巣摘除 した 対照群に 比べ て有意
に大 で あ っ た と 報告 して い る . な お , ラ ッ トや マ ウ ス な どで は

















































Fig.13. E ffe ct of in cr e asing c o n c e ntr atio n s of ste roids o nthe pr olifer atio n of R L 95
-2 c ells in s er u mfre e, hor m on e-S up ple m e nted
m ediu m. Cells w er eplated at a ninitial de n sity of lXl O
5
c ells/35m m c ultu r edish in 5 % D C C- F B S R P M I-1640. After2 days,
the m ediu m w as cha nged for se ru rn-f e e m ediu m c o ntaining the indic ated c o n c e ntr ation s of E2(A), T(B), P(C) orD H A(D)･
Ce11､n urnbe rs w asdeter min ed after8 days. Contr oI c o n sited of v ehicle alo n e. Each v alu e-repr e Se ntS the m e a n of triplic ate
deter min atio n s士･S D.-Statistic ally signific a ntdiffe r e n c efr o mthe c o ntrol: *, P < 0TOl.:
ホ ル モ ン 感受性細胞株 に 対する性 ス テ ロ イ ドの 増殖作用
DH Aの 血 中濃度は ヒ トに 比 べ て は るか に 低値 で
34)
, か つ 乳腺増
殖作用は エ ス ト ロ ゲ ン に よ る もの よ りも プ ロ ラ ク チ ン の 方が 強
い一冊 ) と され て い る こ と な どか らも動物実験 で 得 られ た 結果 の
ヒ ト へ の 外挿 に ほ 限界がある .
と こ ろ で , 細胞培養系を利用 した 試験管内実験 に お い て 上 陸
瘍細胞増殖 と エ ス ト ロ ゲ ン , T,P な どの 性 ス テ ロ イ ドとの 関連
に つ い て 検討 した 報告は多い が , D H Aの 作 用 に つ い て 言 及 し
た報告は著者 の 渉猟 した 限り で は少な く , 細胞増殖 を促進 した
とする 報告 と抑制 した とする報告が み られ る . 促進 した とする
報訝2)で は D H Aが T や エ ス ト ロ ゲ ン そ の 他 の ホ ル モ ン へ 代謝
変換 され て 作用 した もの と推定 して い る . 抑 制 し た と す る
Dw ork inらの 報告43)で ほ , ヒ ト 線維芽細胞 W ト38 や子宮頸癌細
胞株 HeLa 等の 細胞 に 対 して 10,5M とい う比較的高濃度 で 抑
制的 に 働き, そ の 抑制が ヌ ク レ オ シ ド(n ucle o side) の 添加 に よ
り解除 される と の 結果か ら , D H Aが核酸合成 の 律速酵素 であ
る グ ル コ ー ス 6ー- リ ン 酸 脱 水素 酵 素 (glu c os e-6-Phosphate
dehydr oge n a se) を抑制す るた め と推定 して い る .
今回 の 研究で は , 性 ス テ ロ イ ドで ある E2, T, P と副腎性 ア ン
ド ロ ゲ ソ の 一 つ で ある D H Aの 細胞増殖 に 対す る作用をみ るた
め , ホ ル モ ン 感受性を有す ると され る乳癌株細胞株 Z R75-1 と
子宮体癌細胞株 R L 95-2 を用 い て 比較検討 した . 細胞 培養系を
用 い た 方法ほ l 高位 の ホ ル モ ン 中枢 と の 関係や 末梢に おけ る代
謝の 影響に つ い て 考慮す る必要が少 なく t 細胞自身 へ の 直接作
用 をみ る面で 有用 と考 え られて い る . しか し, 細胞培養系 に お
い て ほ そ の 系が比較的簡単である反面 , 培養条件な どの 条件 に
よ りそ の 結果が 影響を 受け る こ とも指摘 され て い る叫卜 購) . ま
た , 生体内の 組織 でほ ホ ル モ ン 感受性 がそ れ ぞれの 観織に よ り
異な っ て お り, 実質細胞 と問質細胞相互 の 関係もある た め , 一
つ の 細胞培養系の 結果 が ヒ ト 全体の ホ ル モ ン に 対する 反応性を
演繹す るもの で は な い の で , そ の 結果 の 解釈 に つ い て は充 分配
慮す る必 要が ある . 以下 , こ れ らの 諸点 を考慮 し , 今回 の 成績
に つ い て 考察 した .
まず , Z R 75-1株に つ い て で あるが , 既述 の ご とく そ の 由来が
明らか で あ り, ま た エ ス ト ロ ゲ ン , T, P , コ ル チ ゾ ー ル な どに
対する ホ ル モ ン 受容体 を有す ると され , ホ ル モ ン 作用や抗癌剤
の検討 の モ デ ル と して よ く使用 され て い る . 原報告Il)で は そ の
細胞倍加時間 ほ 約8 0時間 と さ れ て い る が , 本 研 究 で は ,
10 % FB S加 R P M Ir1640培地を使用 した場合 に は 約60～ 90時間
と算定 され , お お よそ の 一 致を み た . RL 95-2 も エ ス ト ロ ゲ ン
と P に 対す る受容体を有 し, そ の 細胞倍加時間ほ22 か ら34時間
で あり増殖曲線で は 明ら か な 定常期 が み ら れ な い と さ れ て い
る
12)
. 本研究 で も 10 % F B S加 R P M ト1640培地中で ほ , そ の 増
殖曲線 は対数 グ ラ フ で ほ上 に 凸の 形を と り 明らか な 直線状 に は
な らなか っ た が , 2 か ら8 日 目まで は 対数増殖期と み な され ,
その 倍加時間ほ約28時間で あ っ た .
培養系 に お い て 性ス テ ロ イ ドの 効果 を検討す る場合 , 培 地に
添加す る血 清の 影響を考慮す る必 要が ある こ とが 指摘 され て お
り , 添加血 清の 種頸に よ っ てほ 添加性 ス テ ロ イ ドの 効果が み ら
れな い とす る報告が多 い 吊)岬 卜 朋). 今 回 の 結果 で ほ , 5 % F B S加
RP M I-1 640培地を使用 した培養条件下 で は , E2, T, D H Aの 各
ホ ル モ ン ほ Z R 75-1 に 対 し細胞増殖 の 面で抑制的 に 作用 して い
るもの とみ な され た . しか し , 胎児血清 そ の も の に は 各種 の･ス
テ ロ イ ドホ ル モ ン や増殖因子な どが充分量含ぜ れ て お り , これ
らの 因子 の 存在下で さ らに ス テ ロ イ･ドホ ル モ ン を 添加 して も,
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添加 ホ ル モ ン 自体の 作用 と して 捉 え られ な い も の と 考 え ら れ
た . したが っ て , 今回 の 研究でほ 血 清を D C C処理 し て , 内因性
ス テ ロ イ ドホ ル モ ン を可 及的除去 した血 清を 5%の 割合 で 添加
した 培養条件下 で 検討を行な っ た . こ の D C C処理 に よ り E2,
T 等 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の90% 以上 が除去 で きる と され て お
り
1 3)50)
, 今回 の D C C処理後の 血 清中の 性 ホ ル モ ン 濃度は い ずれ
も測定感度以下 で あ っ た . な お , pH 指示 薬と して よく用 い ら
れ て い る フ ェ ノ ー ル レ ッ ドに 弱い エ ス ト ロ ゲ ソ 作用 が あ り, こ
の 薬 剤の 添加に よ り各種の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 作用 が 修飾 を
受ける との 報告もみ られ るが51)､ 53)一 今回 の 研究 では すべ て フ ェ
ノ ー ル レ ッ ドを含有する培地 を用い た .
Z R 75-1株で は , 5 % D C C-F B S加 R PMト1640培地下に お い て
E2 添加 9 日後に ほ 無添加対照群に 比 べ て 10-11M の 添加で有意
の 細胞増殖効果が認め られ , 10~10M ～ 1 0-8M の 濃度 で は さら に
そ の 促進効果が認 め られ た . また , 無血清培地下で の 検討でも
同様に E2 の 細胞増殖効果を認めた が , そ の 程度は 軽度 で あ っ
た . 一 般的に は , 乳癌細胞株は動物に 移植 した 場合ほ エ ス ト ロ
ゲ ン に 良好 な反応を示 し増殖するが , 細胞培養系に 移入 する と




こ れ らの 変化は培養系 の 一 つ の 特徴と み られ , 通 常培養
系 の 細胞を動物に 移植す る と ホ ル モ ン に 対す る反応性ほ 回復
し, さ らに 培養系に も どす と反応性が少 なく な っ た り , 無く
な っ た りする54). した が っ て , 今回無血 清培養下 で 得 ら れ た 結
果 に つ い て は ▲ 細胞培養系に お け る反応性の 低下も考慮すべ き
も の と考 え られ た .
T に つ い て ほ , Gr attalola ら
55)ほ 子宮体癌お よび 乳癌患者 で
は T が高値 であり , それ らの 中に 卵巣問質の 過形成 を 示 す症
例 がある こ と を示 し, 子宮体癌や乳癌 と T との 密接な 関連性
を推定 し て い る . さ らに , ア ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ ー の 有無と ホ
ル モ ン 療法の 効果と の 間に 相関があり , T の 関与を 示 唆す る報
告 が み られ る56}. 今回 の 検 討で は , T 添加 の 場合 , 5 % D C C-
F B S加 R P M I-1 640培地 を使用 した条件下 で ほ ▲ Z R75-1 に 対 し
て は 1 0~川M ～ 10~5M 濃度に お い て 有意の 変動を示 さな か っ た .
これ に 反 し, 無血 清培地下で は ▲ そ の 添加濃度が上 昇する に つ
れ 抑 制的 に 働 い た . R L 95-2 に お い て も 5 % D C CTF B S加
R P M ト1640培 地 下 で ほ効果 が み られ ず , 無血 清培地~F
一
で ほ
10~5M で 抑制効果 がみ られ た .
ま た , P 添加の 場合, 一 般的に は 子 宮体癌お よ び乳癌の 細胞
を抑制す ると する報告が多 い . 今回 の 結果でも , 無 血清培地下
で P ほ, Z R75-1 に 対 し て は 10~9M ～ 10~5M に お い て ,
R L 95-2 に 対 して ほ 10~5M の 高濃度に お い て , そ の 細胞増殖を
抑制 し た .
D H A を添加 し た 場合 ほ , Z R75-1 に 対 し て 5 % F B S加
R P M I-1 640 培 地 で は 効 果 が み ら れ ず , 5 % D C C-F B S加
R P M ト1 640培地でも 10~10M ～ 10-7M でほ無添加対照群に 比 べ
て 有意 の 増加を認 めず , 10~6M で の み有意 の 増加が認 め られ
た . さ ら に , 無血 清培地下で も同濃度 に お い て 有意 の 細胞増殖
効果 を認 めた . 5 % D C C-F B S加 R P M I-1 640培地の 条件下で ,
D H Aの 10-6M に T を各濃度で併用投与 した場合 , D H Aの 作
用 は T が高濃度 に な るほ ど抑制 され た , また , 無血 清培地でも
D H Aに P を各濃度で同時添加 した場合 , D H Aの 作用は低濃
度 の P で ほ促進 され , 高濃度では 明 らか に抑制 された . こ･の 傾
向ほ E2 の 1 0~8M に T や P を併用添加 した場合 に も同様 に 認
め られ た . D H Aの 1 0
~ 6M に各種濃度 の E2 を併用添加 した場
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合 , E2に 10~9M 併用 時に D H A単独添加 に 比べ て 細胞数 の 軽度
の 増加ほ認め られ た ･ こ れ ら D H A lO～6M 濃度 で 認 めうれ た
Z R75-1 に 対する効果 は , T お よ び P との 併用効果を含め て ,
E2 の 1 0
~ 8
M の 場合 と ほぼ 同様と考えられ た .
今回 D H Aに 閲 し得 られ た結果は t 特定の 高濃度 で の み腫瘍
細胞 の増殖作用 を 示すもの であ っ た . こ の こ と は , D H A な ど
の 副腎性ア ン ド ロ ゲ ン ほ生休内で 他の 性 ス テ ロ イ ドに 変換 さ れ
るの で , 今回 の 実験 艦 お い ても変換 さ れ た ェ ス ト ロ ゲ ソ が T
よ り も優位 に 作用 し た こ と が 考 え ら れ る . ま た , Bo n n ey
ら
57珊 ほ 副腎性 ア ン ド ロ ゲ ン ほ 高濃度で ほ E2の 代謝酵素 である
17β- ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド脱 水素酵素 (17β-hydr o xyster oid
dehydroge n a se) を 抑制す る と 報告 して お り . こ の こ と か ら
D H Aの 細胞内残存 E2に 対 する保持作 用もこ れ に 関与 して い る
可能性が示唆 され た . 一 方 , 今 回の 実験でみ られ た D H Aの 濃
度は ヒ ト 女性成熟期の 血 中の 生 理 的濃度(5～ 20×1 0~9M)丁)33)と
比 べ る と ほ る か に 高 い も の で あ っ た . また , 教 室 に お け る
D HA を閉経後女性に 投与 した 場合 の 血 中性ホ ル モ ン 値 の 変 動
に 関する研究 では ▲ 血 中 エ ス ヤ ロ ダ ン に 比べ 血 中 T や ア ン ド
ロ ス テ ン ジオ ン の 上 昇が 大で あ っ た5g). した が っ て , D H A は生
体内腫瘍 に 対 して は ア ン ド ロ ダ ン 作用優位に 作用す る と考 え ら
れ , D H Aの 腫瘍 に 対する作用は , そ の 直接作用の 他 に 生体内
に お ける代謝 の 面か らも今後究明 され る べ きも の と 思考 され
た .
5 % D C C-F B S加 R P M ト1640培地下 で , E2 の 1 0~8M ま た は
D H Aの 10MGM に , T を 1 0.川M ～ 1 0~5M の 各種濃度 で併用添加
した 場合, E2 また は D H Aの 増殖促進効果は T 濃度 が上 昇す る
に つ れ抑制 された . さ ら に , こ の 併用添加 の 場合の 1 0~5M 濃度
の 細胞数ほ ホ ル モ ン 無添加対照群の 場合 と同程度であ っ た . こ
の こ と よ り Z R75-1 に 対 して は , T ほ そ の 基礎増殖 に は影響 し
ない もの の E2お よ び D H Aの 細胞増殖促進作用に 括抗的に 働く
もの と考え られ た .
一 方 , E2 の 10
- 8M ま た ほ D H Aの 1 0
- 6M に , P を
10-1 8M ～ 10~ 5M の 各種濃度 で 併用添加 し た 場合 , E2 ま た は
DHA の 増殖促進作用ほ低濃度 の P で は促進 され , 高濃度で ほ
明 らか に 抑制 され た . こ の こ と ほ P 単独添加 の 場合に は 濃度の
上昇 に 伴 っ て そ の 細胞増殖が抑制 され る パ タ ー ン とほ 異な っ て
い た . 以上 の 併用 添加実験の 結果よ り こ れ ら ス テ ロ イ ド相互 の
併用 効果 に つ い て も注目すべ きもの と考え られた .
R L 95-2 株で は , 使用 した 性ス テ ロ イ ドで は増殖促進効果は
認め られ なか っ た . E2 添加 の 場合 ほ 5 %DC C-F BS 加 R PM I-
1 640培地 , 無 血清培地 の 条件下で , 1 0~5M の 高濃度 で増殖抑制
が認め られ , T と P の 場合も無血清培地下に お い て高濃度で同
様に抑制 が認め られた が , D H A添加の 場合ほ 5 % D C C-F B S加
R p M ト1 640培地 , 無血 清培地下の い ずれ の 条件下 でもそ の 影
響 は認め られ なか っ た . 今回 性ス テ ロ イ ドの R L 95-2株細胞 に
対す る作用が低濃度 で 明確 に 認め られ な か っ た の は , RL 95-2
株 の 長期の 継代培養に よ り ホ ル モ ン 受容体が消失 しホ ル モ ン に
対す る反応性 が欠如 した た め 即) とも考え られ るが , 増殖曲線 よ
りみ れば D C C-F B S添加 と F B S添加 の 場合の 細胞数 の 増加 の
差 が小 さか っ た こ とか ら性 ス テ ロ イ ド以外の そ の 他の 増殖因子
の 影響が強く反映され た こ と に よる もの と考え られた .
以上 の 結果か ら, 乳癌と子宮体癌細胞株ほ性ス テ ロ イ ドに対
する反応性ほ異 なる が , Z R75-1.の 場合 E2 と高濃度の D H A は
増殖促進的 に作用 し,.T, 甘 ほ抑制的に働くもの と考え られ た .
ま た , 性 ス テ ロ イ ド同時併用添加実験 の 結果か らそ の 併用効果
は そ れ ぞれ 単独 の 効果と は 異な る場合もあり , ス テ ロ イ ド相互
の 関連性や生体内に お け る ホ ル モ ン 代謝 の 面か らも充分検討す
べ きで ある と推察 され た .
結 論
細胞培養系 に おけ る各種性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 作用を 考究
す る 目 的 で , ホ ル モ ン 感 受性 を有す る と さ れ る 乳癌株細胞
Z R75-1 と子 宮体癌株細胞 RL95-2を 使用 し, そ の 細胞増殖に及
ぼ す影響 を比較検討 した . 通 常 の 無 処理 血 清添加培地 ,
D C C-F B S添加培地 また は 無血 清培地 に 各種濃度 の E2, T, P.
D H A をそ れぞれ 単独 また ほ 併用 添加 し, そ れ ぞれ の 株細胞 の
増殖 に 及 ぼ す効果 を検討 して以下の 結果を得た .
1 . Z R 75-1 扶を 10 % F B S加 R P M ト1 640培地 で培養 した 場
合 , そ の 倍 加時間は約6 0時間 で あ っ た が , 5 % D C C-F B S加
R P M ト1640培地 で 培養 した場合 ほそ の 増 殖速度が 遅延 した .
R L 95-2 株を 10 % F B S加 R P M IL16 40培地 で 培養 した 場合, そ
の 倍加時間ほ約28時間であ り, 5 % D C C-F B S添加培地で 培養 し
た場合でも , そ の 増殖は 多少抑制 され るもの の 良好 で あ っ た .
2 . Z R75-1 株 を 5 % F B S加 R P M I-1640培地で 培養 した 場
合 , 対照群 に 比 べ , E2添加で は 10-18M, 10~gM, 1 0N8M , 1 0J5M ,
T 添加で は 1 0~gM ～ 10~ 5M に お い て 有意 の 抑制が認められた の
に 対 し, D HA 添加 で ほ 1 0N10M ～ 1 0-6M で ほ変化 を認 めず ,
1 0~5M に お い て の み 有意の 抑制 が認 め られ た .
3 . Z R 75-1株 に 対 し F B Sを D C C処理 し添加す ると , E2 と
D H Aの 細胞増殖促進効果 が認 め られ るよ うに な り , 9 日 間 の
ス テ ロ イ ド添加期間中に E2 で は 10▼‖M ～ 10~6M の 範囲で細胞
増殖促進効果 が認 め られ た . D H Aで ほ 1 0~6M で の み 細胸増殖
促進効果が認 め られ た . T で は有意 の 変化 が認 め られ な か っ
た .
4 . Z R 75Tl株に対 し D H Aを10~6M の 一 定濃度添加 し, さ ら
に E2 を 各種濃度 で同時併用投与 した 場合 , D H A(10r6M) 単独
添加群に 比 し, 1 0~gM の E2併用 添加時に お い て 細胞数 の 増加が
み ら れ た が , そ の 増 加 の 割合 は 小 さ い も の で あ っ た . E2
(10.8M) ま た は D H A(10~ 6M) の 一 定濃度と各濃度 の T を 同時
併用 した 場合, E2 と D H Aの 細胞増殖促進作 用 は T に よ り抑制
され , そ の 抑制 の 程度は E2+ T と D H A + Tの 両併用添加群で
は 同程度であ っ た .
5 . Z R7 5-1株を 無血 清培地で培養 した検討 では , E2の 添加で
ほ 10-11M ～ 1 0-8M の 範囲で , D H A添加 で は 10-6M と 10~5M
で細胞増殖促進作用 を 示 した . こ の 条件下で ほ T と P は 細胞
増殖 に 対 して 抑制的に 作用 した . 一 定濃度の E2(10~8M) また ほ
D H A(10
~ 6M) と各濃度 の P とを 同時併用添加 した 場合 , 低濃
度の P で ほ増殖促進作用 がみ られ , 高濃度 で は P ほ抑制的に
働い た . こ れ らは P 単独添加 とは 明 らか に 異 な る 細胞増殖パ
タ ー ン を示 した .
6 . R L 95T2 株で は 5 % D C C-F B S加 R P M I-1 64 0培地 , 無血
清培地 に お い て , E2, T, P はい ずれ も高濃度(1 0- 5M)に お い て
の み抑制的 に 働 い た . D H A投与 で ほ 添加に よ る影響は 認め ら
れな か っ た .
以上 の 結果 よ り , E2 と D H Aは乳癌細胞株 の 細胞増殖に対 し
て 促進的に 働くも の と考 え られ るが , D H Aの 場合 に 促進効果
の 認め られ た 1 0
~ 6M 濃度 は ヒ トの 血 中の 生理的濃度 に比 べ て
か な り高い も の で あ.っ た ., また; 各種性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ソ の
ホ ル モ ン 感受性細胞株 に 対する性 ス テ ロ イ ドの 増殖作用
併用投与は単独投与と異な る効果を 示 す こ と が あり , ス テ ロ イ
ドホ ル モ ン 相互 の 関連性に も注 目す べ きもの と考 え られ た .
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Abstract
T his study w asperfo rm edto ex amin ethe effbcts ofv arious steroids(estradiol, E2;t eStOSterO ne, T;prOgeSterO n e, P;
dehydrccpiandroster one, D HA)on ce11proliftratio n ofhu m anbreast c an Cer Ce11 1ineZ R 75-1a nd hum an endo m etrialc an Cer
Cel11ineR L 95-2 under se veralculture c onditio ns. We als o ex amined ho w o ne of the steroidsinteracts with the other. ZR
75-1 c ellgro wthw as slighdyinhibited byE2 0rT under5 % fttal bovine se ru m(F BS)R P M I-1640m ediu m andit w as stim u-
1ated byE26r DH A under5 % de xtran c oatedchar C Oal(DC C)- F BS R P M I-1640m edium . T hegr owthstim ulatory e飴 ct of E2




`M and thatof D H Aw as obser ved at onlylO-
6
M . T he celgro wthw as un ChangedatT c on-
C e ntrations uptolO
~
5M u nder5 %DC C-F BSc ondition･ T he cellproliferation w as sligdystim ulatedby addido n ofE2 in to
the m ediu m c o ntalnlng lO
~
6
M ofD H A, andthe stim ulatory effect ofE2 0r DHA on the c ellgro wthw as rev rs ed by T in a
dos edependent m a n n erwi ths am eforc e under 5 %DC C- F BS conditon･ ¶1e Stim ulatory eff tctof E2 0r D H Aon the cell
gr o wthw as also obse rv ed under se ru mde丘nedc onditio n contai mingins ulinlFLghl ,tra nSftr rin 5FLghnlselenite2 5n M , and
bovin e se ru malbu minl mghnl. On the c o ntr ary, the c ellgr o wthw asinhibited by T orP atinc r e a sing co ncentradons u nder
Ser umdefined condition ･ It w asalso obse rv ed thatlO.1 0M tolO
~ 7
M of Paugmented cellproliftrationinduced by E2 0r
D H A, While lO
- 5
M c o n c e ntration of P inhibitedcellproliftratio ninduced by E2 0rD H A. The efftcts of Pwith El Or D H A
O n Cellproliftratio n w ereth s am e. W i也regard toR L95-2c ells, n O n e Ofthe steroidhor m ones sdm ulatedcel proliftrado n
andE
z,
T o rP inhibitedcellgro wthat highc on cenb
'
ation. Itis suggested thatE2 a ndpharm acological doses ofD HA stim u
-
1ate gro wthofZ R7 5-1 c e11sjn Yjtro, Where a s w e sho uldco nsider D H Amet abolism and effects onme se n chym alcells 血
YjYO, andthatwe m u st w atchcarefu 11y theintera c tionbetwe en s ex st eroids.
